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welches ein Codon bildet. Es gibt 64 solcher 
Codons. 61 Codons spezifizieren, welche 
Aminosäure an welcher Stelle einer RNA-
Sequenz eingebaut wird, und drei Codons 
terminieren die Proteinsequenz (Stopp-
Codons). Da alle Lebewesen die gleichen 
20 Aminosäuren für die Synthese aller Pro-
teine verwenden, ist ein gezieltes Manipulie-
ren einer spezifi schen Aminosäure in einer 
Proteinsequenz, z. B. durch chemische Reak-
tionen, fast unmöglich.
Ein großes Ziel war es deshalb, andere 
Aminosäuren durch die Erweiterung des 
genetischen Codes ortsspezifi sch einzufüh-
ren, um Proteine zur Funktionsaufklärung 
gezielt manipulieren oder ihre Funktionen 
erweitern zu können [1]. Eine Methode, um 
das zu bewerkstelligen, ist das gezielte 
Umprogrammieren eines der drei Stopp-
Codons. Hierzu werden in einen Organismus 
tRNA und die dazugehörige Aminoacyl-
tRNA-Synthetase eingeführt, welche nicht 
mit der endogenen Translationsmaschinerie 
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ó Die Grundlage allen Lebens sind Proteine. 
Sie katalysieren alle essenziellen Reaktionen 
in Organismen, ohne die Leben auf der Erde 
unmöglich wäre. Fast alle Lebewesen ver-
wenden dafür dieselben 20 α-Aminosäuren 
(kanonische) als Bausteine. Der Bauplan für 
Proteine ist durch die DNA- und deren 
korres pondierende RNA-Sequenz codiert 
(Abb. 1). Spezifi sch besteht die Information 
für eine Aminosäure aus einem Basentriplet, 
Erweiterung des genetischen Codes
Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase: Methano-
genese und Gencode-Erweiterung
¯ Abb. 1: Schematische Darstel-
lung des genetischen Codes in 
Form der Code-Sonne, sortiert 
nach der zweiten Base. Die 5‘- zu 
3‘-Richtung des Codons ist von 
innen nach außen. Die Formeln 
der Aminosäureseitenketten sind 
mit entsprechenden drei- und ein-
buchstabigen Abkürzungen verse-
hen. Die Aminosäuren Selenocy-
stein (Sec, U) und Pyrrolysin (Pyl, 
O) (orange hervorgehoben) sind 
spezielle kanonische Aminosäu-
ren, die in der Literatur oft als die 
21. (Sec) und 22. (Pyl) Aminosäu-
ren des genetischen Codes 
bezeichnet werden. Sie werden 
entweder in einem speziellen 
Sequenz-Kontext (Sec, UGA, Opal-
Codon) oder durch natürliche 
orthogonale Paare (Pyl, UAG, 
Amber-Codon) in Proteine einge-
baut.
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Analogon und Lysin besteht (siehe Pyl, 
Abb. 1). Kürzlich wurde eine Reihe von Pyl-
Derivaten mit D-Prolin und Analoga erzeugt 
und in Proteine eingebaut, die ihnen einzig-
artige katalytische Eigenschaften verleihen 
(Dieter Söll, persönliche Kommunikation). 
Sowohl Pro als auch Pyl sind nicht nur die 
ältesten Aminosäuren im Aminosäurereper-
toire des genetischen Codes, sondern auch 
wichtig für die Produktion von homochiralen 
Zuckern und die Vermittlung von chemi-
schen Transformationen, die in den frühen 
Stadien der Evolution lebenswichtig waren 
(wie Transfer-Hydrierungen oder Transami-
nierungen) [9].
Entdeckung des natürlichen 
Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase-Systems
Pyrrolysin spielt eine essenzielle Rolle in der 
Methanogenese aus Methylaminen. Generell 
gibt es drei Arten der Methanogenese: (i) Die 
am weitesten verbreiteten Variante verwen-
det H2 und CO2, um Methan zu synthetisie-
ren. (ii) Die Bildung aus Acetat. (iii) Die am 
wenigsten verbreitete Variante, die methylo-
trophe Methanogenese aus organischen Sub-
straten, die eine Methylgruppe beinhalten. 
Sie wird hauptsächlich von Organismen aus 
der Ordnung der Methanosarcinales durch-
geführt (Abb. 2, [10]).
PylRS ein evolutionäres Überbleibsel einer 
frühen archaealen Innovation des geneti-
schen Codes ist [7].
Kürzlich haben wir das Evolutionsmodell 
„Alanin-Welt“ vorgeschlagen, das erklärt, 
wie der alte genetische Code (in der RNA-
Welt) mit nur vier Aminosäurebausteinen 
begann: Alanin (Ala), Glycin, Prolin (Pro) und 
Arginin/Lysin-Äquivalente (wie Ornithin 
oder Pyl). Die für den Stoffwechsel und die 
Translation ausgewählten Aminosäuren sind 
hauptsächlich Derivate von Ala, was durch 
die erdspezifi sche geochemische Umgebung 
in der Evolution des Lebens diktiert wurde. 
Es kann darüber spekuliert werden, ob auf 
der Erde oder in einem anderen Teil des Uni-
versums, bei Wiederholung der Geschichte, 
ein auf Pyrrolysin basierendes Leben hätte 
entstehen können, das eine grundlegend 
andere Chemie (Stoffwechsel) und/oder 
sogar eine andere Energetik des Lebens auf-
weist [8].
Nichtsdestotrotz haben wir jetzt eine gute 
Möglichkeit, diese Optionen aus der evoluti-
onären Vergangenheit wieder aufzugreifen 
und experimentell parallele biologische Wel-
ten zu schaffen, wie z. B. eine potenzielle 
Pyrrolysin-Welt. Es sei auch darauf hinge-
wiesen, dass Pyrrolysin als ein zusammen-
gesetztes Molekül betrachtet werden kann, 
das aus methyliertem/oxidiertem Prolin-
interagiert (also orthogonal ist) und außer-
dem so designt wurden, dass sie ausschließ-
lich eine nicht kanonische Aminosäure 
(nkAS) in Korrespondenz zu einem Stopp-
Codon in die Proteinsequenz einführen. Erst-
malig gelang das in Escherichia coli mit 
einem orthogonalen Phenylalanin-System 
aus der Hefe [2]. Später wurden auch verbes-
serte orthogonale Translationssysteme (OTS) 
aus Archaeen entwickelt [3]. Zu den von 
Menschen entwickelten Systemen kam 
durch eine serendipitäre Entdeckung ein 
natürlich vorkommendes hinzu. Bei der Auf-
klärung der Methanogenese eines speziellen 
Methanbildners, Methanosarcina barkeri, 
wurde in dem Enzym Monomethylamin-
Methyltransferase ein Amber-Stopp-Codon in 
der DNA-Sequenz gefunden. Durch die Rönt-
genstrukturaufklärung dieses Enzyms wurde 
herausgefunden, dass das Amber-Stopp-
Codon für eine weitere kanonische Amino-
säure codiert (die 22., nach Selenocystein) 
[4]. Es handelte sich um ein Lysin-Derivat 
mit einem 4-Methyl-Pyrroline-5-Carboxylat-
Ring verknüpft am Nε des Lysins, welches 
auf den Namen Pyrrolysin (Pyl) getauft wur-
de (Abb. 1).
Verfl echtung der Evolutions-
geschichte von Pyrrolysin mit „Alien“-
Leben
Höchstwahrscheinlich sind wir Zeugen eines 
evolutionären Prozesses der Umwidmung des 
Amber-Stopp-Codons der Methanosarcina-
Arten, welche in Lebensräumen gedeihen 
können, die für andere Organismen unwirt-
lich sind. Diese Umgebungen (z. B. Rinder-
pansen oder die tiefe Biosphäre des Meers) 
werden zwar auch von anaeroben Bakterien 
bewohnt, aber von Archaeen dominiert. 
Archaeen gehören einer Lebensdomäne an, 
die sich phylogenetisch  sowohl  von Euka-
ryoten als auch von Bakterien deutlich unter-
scheidet [5].
Es wird auch spekuliert, dass extraterres-
trisch bewohnbare Zonen und Planeten mit 
Methanvorkommen in der Atmosphäre 
außerirdische Lebensformen beherbergen 
könnten, die methanogenen Archaea-Zellen 
ähnlich oder mit ihnen verwandt sind [6]. Da 
die Methanogenese ein einzigartiger Stoff-
wechsel ist, führt sie in diesem Zusammen-
hang zur Umcodierung von Organismen, 
indem Pyrrolysin als spezielle kanonische 
Aminosäure in ihren genetischen Code auf-
genommen wird. Dies ist nicht überra-
schend, denn jüngste phylogenetische Ana-
lysen weisen eindeutig darauf hin, dass 
˚ Abb. 2: Schematischer Mechanismus der methylotrophen Methanogenese aus Methanol am 
Beispiel von Trimethylamin (TMA). Zu beachten ist, dass die Seitenkette der speziellen kanoni-
schen Aminosäuren Pyl für den Demethylierungsprozess unerlässlich ist. Diese evolutionäre 
 Neuerung erforderte eine Erweiterung des genetischen Codes in Methanosarcinae und ermöglich-
te so einen ungewöhnlichen Stoffwechsel in extremen Lebensräumen. CoM-SH: Coenzym-M-Thiol; 
 CoB-SH: Coenzym-B-Thiol; CoM-S-S-CoB: Coenzym-M-Coenzym-B-Heterodisulfi d; mttB: 
 TMA-Methyltransferase-Gen. Mit BioRender.com erstellt.
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baut wurden, die bioorthogonale funktionelle 
Gruppen aufwiesen (hauptsächlich Alkin-, 
Alken- und Azid-Gruppen), waren die 
Anwendungsgebiete doch deutlich einge-
schränkt. Da es sich um Pyrrolysin-Analoga 
handelte, waren alle Substrate lang und volu-
minös. Ein Hauptproblem ist die hohe Flexi-
bilität der langen Seitenkette. Sie verursacht 
z. B. Probleme in spektroskopischen Anwen-
dungen bzw. limitiert den zu erhaltenden 
Informationsgehalt deutlich.
Die zweite Welle: Engineerte PylRS-
Enzyme für den Einbau von 
Phenylalanin und dessen Derivate
Kavran und Kollegen fi el die hohe strukturel-
le Ähnlichkeit zwischen der PylRS und der 
bakteriellen Synthetase für den Einbau von 
Phenylalanin (PheRS) auf [7]. Das war eine 
bemerkenswerte Leistung, da die Sequenz-
homologie von PylRS und PheRS sehr gering 
ist. Daraufhin führten die Arbeiten von Liu 
und Kollegen dazu, dass das Spektrum der 
Aminosäuren, welche mit dem PylRS-System 
eingebaut werden konnten, deutlich erwei-
tert wurde [12]. Es konnten nun Phenylala-
nin und dessen Derivate eingebaut werden. 
Das löste zum Teil das Problem der hohen 
Methanosarcinales sind die einzigen Orga-
nismen, bei denen bekannt ist, dass sie auf 
allen drei Wegen Methan bilden können. 
Untersuchungen zeigten, dass zum Einbau 
von Pyrrolysin in die Proteinsequenz nur die 
spezifi sche tRNA (tRNAPyl) und die dazuge-
hörige Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase (PylRS) 
notwendig ist (Abb. 3). Es handelt sich also 
um ein natürlich entstandenes Äquivalent zu 
den oben beschriebenen synthetisch gemach-
ten OTS [11].
Die erste Welle: Erste Nutzung des 
PylRS-Systems für die Erweiterung 
des genetischen Codes
Die PylRS ist ein Enzym, welches einen ver-
gleichsweise unspezifi schen Mechanismus 
zur Substraterkennung besitzt. Die Erken-
nung fi ndet über eine tiefe Enzymtasche und 
bedingt unspezifi schen hydrophoben Wech-
selwirkungen mit dem endogenen Substrat 
statt. Diese Eigenschaft wurde Anfang der 
2000er-Jahre ausgenutzt, um mit dem nati-
ven oder leicht mutierten PylRS-System eine 
Reihe von biochemisch/strukturbiologisch 
nützlichen Pyrrolysin-Derivaten in rekombi-
nante Proteine einzubauen [12]. Obgleich so 
einige nicht kanonische Aminosäuren einge-
˚ Abb. 3: Erkennungsmechanismus der 
 PylRS von der tRNAPyl. Überlagerung der 
Kristallstruktur der N-terminalen Domäne 
von Methanosarcina mazei mit Bindung an 
die tRNA (PDB ID 5UD5) und der C-termina-
len Domäne von Desulfi tobacterium 
 haf niense und dessen tRNA (PDB ID 2ZNI). 
N- und C-Terminus der PylRS erkennen die 
tRNA im Bereich des Anticodonarms. Dieser 
besitzt im Gegensatz zu kanonischen tRNAs 
nur einen winzigen variablen Arm, was die 
Orthogonalität zu allen anderen kanoni-
schen tRNA/aaRS-Paaren erklärt. Auch ist 
zu erkennen, dass das Anticodon nicht am 
Erkennungsmechanismus beteiligt ist. Mit 
BioRender.com erstellt.
˚ Abb. 4: Zeitliche Abfolge der möglichen einzubauenden Substrate. Rot sind die in unserer Arbeitsgruppe neu eingebauten Substrate. Dies ist nur ein 
kleiner Bruchteil aller möglichen nicht kanonischen Aminosäurerepertoires, die mithilfe von PylRS-basierten orthogonalen Paaren in rekombinante Pro-
teine eingebaut werden können. Die außerordentliche Vielseitigkeit des natürlichen PylRS-Enzyms in Verbindung mit ausgereiften Methoden für die 
gerichtete Evolution von Enzymen (die auch die Verwendung von KI einschließen) hat eine solch dramatische Erweiterung des Anwendungsbereichs der 
ribosomalen Proteinbiosynthese ermöglicht.
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was einen erhöhten Aufwand bedeutet. 
Daher ist die Kopplung der billigen und effi -
zienten metabolischen Produktion von 
gewünschten nkAS mit OTS eine wichtige 
Richtung in der zukünftigen Forschung, 
die sowohl für den akademischen Bereich 
als auch für die biotechnologische Industrie 
wichtig ist [16]. ó
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Flexibilität; auch konnte die Palette an funk-
tionellen Gruppen noch erweitert werden 
(Cyano-Gruppen als spektroskopische Son-
de). Diese Substrate waren allerdings immer 
noch sehr voluminös.
Die dritte Welle: PylRS-Enzyme für 
den Einbau von nicht aromatischen 
kleinen Substraten
Die erste kleinere und nicht aromatische 
Aminosäure wurde von unserer Arbeitsgrup-
pe in vivo eingebaut. Es handelte sich um ein 
Cystein-Derivat mit einer angehängten Allyl-
Gruppe (S-Allyl-L-cystein, Sac) [13]. Leider 
war die Effi zienz, mit der diese Aminosäure 
eingebaut werden konnte, relativ schlecht. 
Weiterführende Arbeiten zur Verbesserung 
der Effi zienz konnten zeigen, dass die Muta-
tionen, die notwendig sind, damit die PylRS 
das Cystein-Derivat erkennt, zu einer deutli-
chen Destabilisierung des Enzyms führen. 
Somit lag das Enzym in einer unlöslichen 
und unfunktionalen Konformation im Prote-
inproduktionsorganismus (E. coli) vor. Wir 
konnten dieses Problem beheben, indem wir 
ein deutlich löslicheres Protein genetisch an 
das PylRS-Enzym fusionierten [14]. Mithilfe 
dieses Fusionsproteins wurden die Positio-
nen aufgeklärt, die wichtig zur Erkennung 
von Sac sind. Außerdem bildete dieses 
Enzym dann die Grundlage für weitere 
Va rianten, mit deren Hilfe erstmals kleine 
Aminosäuren (Abb. 4) mit einer Reihe von 
biochemisch nützlichen funktionellen Grup-
pen in Proteinsequenzen eingebaut werden 
konnten [15]. Unter anderem wird der Ein-
bau dieser Substrate in verschiedene Pro-
teine/Enzyme dabei helfen, ihre genauen 
Funktionsmechanismen spektroskopisch 
aufklären zu können.
Der Einbau dieser neuen Funktionen könn-
te dann auch mit der in vivo-nkAS-Synthese 
kombiniert werden. So könnten Zellen mit-
hilfe des PylRS-OTS dann in den einfachsten 
Nährmedien Proteine/Enzyme mit nicht 
natürlichen Funktionen/Eigenschaften her-
stellen. Zurzeit werden den Produktionskul-
turen von außen hauptsächlich chemisch 
synthetisierte Aminosäureanaloga zugeführt, 
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